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トラベクテジンの抗腫瘍メカニズムにおける SLFN11 の発現量の重要性を検討した． 
我々はまず，SLFN11 の発現量の異なる細胞株を用いてトラベクテジンの抗腫瘍効果
を評価し，SLFN11 の発現量とトラベクテジンの抗腫瘍効果の間に正相関が認められる
ことが明らかにした．そのため，SLFN11 の発現量の高い Sarcoma 細胞株に対して，
siRNA により SLFN11 をノックダウンした時の抗腫瘍効果の違いを検討したところ，
SLFN11 をノックダウンすることにより抗腫瘍効果が減弱することが明らかとなった． 
SLFN11 が低発現の細胞において，DNA 傷害性の抗悪性腫瘍剤の効果が Ataxia 
Telangiectasia and Rad3 Related Protein（ATR）阻害剤との併用により増強されることが
報告されていることから，トラベクテジンと ATR 阻害剤の併用効果を評価した．
SLFN11 を siRNA によりノックダウンした細胞で抗腫瘍効果の上乗せが認められたこ
とから，CRISPR-Cas9 システムを用いて SLFN11 ノックアウト細胞を作製し，In vivo に
おいても ATR 阻害剤とトラベクテジンの併用効果を評価した結果，SLFN11 ノックア
ウト細胞において抗腫瘍効果が有意に増強された． 
また，SLFN11 が高メチル化されていることにより SLFN11 の発現が低下している細




における SLFN11 の重要性を明らかにでき，SLFN11 低発現の腫瘍に対しては ATR 阻
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して，ataxia telangiectasia and Rad3-related protein kinase（ATR）は，細胞周期の進行お
よびDNA修復を調節する機構として主要な役割を果たしている(11, 12)．ATR阻害剤に
よるS期チェックポイントの抑制は，S期における複製起点の予定外の発火およびDSB
の誘発を引き起こす(13, 14)．The loss of the S-phase checkpoint by ATR inhibitors causes 
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図 1：  トラベクテジンの作用機序 
トラベクテジンは DNA の副溝部分へ結合することで，DNA を主溝側へ湾曲させると






























範囲の濃度で薬剤を72時間処理した．測定にはVersaMax Absorbance Microplate Reader
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（Molecular Devices）及びFlexStation3（Molecular Devices）を使用した．50%及び75%
抑制濃度(IC50及びIC75)は，XLfit（Fit model 205, ITOCHU Techno-Solutions Co）を用い
て算出した． 
3.5 定量 RT-PCR 
TaqMan array cards及びTaqMan gene expression assay（Thermo Fisher Scientific）を用い
て，遺伝子発現量を測定した．RNAは，Sarcoma細胞30株からRNeasy kit（Qiagen）を
用いて抽出し，Complementary DNA（cDNA）は，High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits（Thermo Fisher Scientific）を用いて作製した．定量PCRには，













レン（Bio-Rad）にブロッティングした．メンブレンはBlocking One及びBlocking One P
（ナカライテスク）によりブロッキングした．1次抗体は，Can Get Signal 
Immunoreaction Enhancer Solution 1（TOYOBO）で次のように希釈した．SLFN11，
phospho-Ser317-CHK1，phospho-Ser345-CHK1，CHK1及びphospho-Ser139-H2A.Xは
1:1000，GAPDHの割合で1:5000に希釈．2次抗体（Cell Signaling Technology）は，Can 





ンされたEdit-R CRISPR RNA（crRNA）（Dharmacon，CM-01674-01-0002 and CM-
01674-02-0002）を使用した．crRNA，Edit-R trans-activating CRISPR RNA及び











径）2 / 2より算出し，TVが100～300 mm3になったマウスを選別し，各群の平均TVが
均等になるように，層別化割付により各群6匹ずつに割り付けた．トラベクテジン
（0.01 mg/mL in a solution of 0.05 mol/L KH2PO4 [pH4.0]）は，ヌードマウスにおける最
大耐量の0.1 mg/kgをDay 1，５，9に静脈内投与した．VE-822（10% vitamin E 
tocopheryl polyethylene glycol succinate [VitE TPGS]溶液）は，30 mg/kgをDay 1から3日
間投薬1日休薬を3回繰り返す投与スケジュールで経口投与した．コントロール群は，
トラベクテジンの溶媒（0.05 mol/L KH2PO4, pH4.0）をDay 1，5，9に静脈内投与し
た． 
腫瘍径は，Day 15 までの間に 1 週間 2 回の頻度で測定した．Day 15 において，
Tumor Growth Inhibition（%，以下 TGI）を次の式：TGI =［1 −（被験物質投与群の平
均 TV）/（Control 群の平均 TV）］× 100 より算出した．体重変化（Body Weight 
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Change，%，以下 BWC）を次の式：BWC =［（測定日の体重）－（群分け日の体












（SAS Institute Inc.）を用いた． 
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4. 結果 







図 2：  Sarcoma 細胞株におけるトラベクテジンの抗腫瘍活性 
30 株の Sarcoma 細胞にトラベクテジンを 72 時間処理した．9 株の TRS 細胞（黒グラ
フ）及び 21 株の non-TRS 細胞（斜線グラフ）を使用した．エラーバーは標準偏差を





に，トラベクテジンの感受性評価で使用した Sarcoma 細胞 30 株の IC50 値と定量 PCR
により算出した各細胞株における SLFN11 の発現量の間に相関関係が見られるかを評
価した．トラベクテジンの抗腫瘍活性と SLFN11 の発現量は正の相関関係が認められ，
SLFN11 が高発現の細胞ほどトラベクテジンの抗腫瘍活性が高いことが分かった（図 3 
a）．また，SLFN11 の発現量は TRS，non-TRS 間では有意な差が認められなかった（図 
3 b）． 
 
図 3：  トラベクテジンの抗腫瘍活性と SLFN11 の発現量における相関が認められた 
(a) SLFN11 の発現量（mRNA expression level of SLFN11 = [2-ΔCt] × 1000, ΔCt = [Ct of 
SLFN11] – [mean of Cts of ACTB and GAPDH]）とトラベクテジンの Sarcoma 細胞株にお
ける−log2IC50との間に相関が認められた．相関係数：r = 0.479, P < 0.01. (b) TRS と





ため，SLFN11 高発現の Sarcoma 細胞 3 株（脂肪肉腫：SW 872，Ewing 肉腫：A673 及
び SK-ES-1）を用いて siRNA により SLFN11 発現量を低下させた細胞に対するトラベ
クテジンの抗腫瘍活性をネガティブコントロールの siRNA（siControl）処理細胞と比較
した．トラベクテジンを siControl 及び SLFN11 の siRNA（siSLFN11）処理細胞に 72 時
間作用させた後の IC50 及び IC75 値を算出した．SLFN11 ノックダウン細胞の IC50 及び
IC75値はコントロール細胞と比較して，SW872 で 3.4 及び 2.8 倍，A673 で 1.8 及び 2.2
倍，SK-ES-1 で 2.6 及び 3.6 倍高くなった（図 4 a, b, c）． 
SW872 及び A673細胞株においてトラベクテジンを 20 nmol/Lで 1 時間作用させた際
に，細胞周期の制御に関与する CHK1 の Ser317 及び Ser345 のリン酸化が SLFN11 の発
現量に関係なく亢進することが示された．一方で，SLFN11 ノックダウン細胞において
は CHK1 の発現量低下が認められた．また，DNA 傷害のマーカーである Histone H2A.X
のリン酸化は SLFN11 が高発現しているコントロール細胞で顕著に亢進していた（図 
5）． 
Sarcoma 細胞 30 株の中には SLFN11 低発現細胞株の株が存在する．骨肉腫細胞株の
U-2 OS は SLFN11 が低発現であることが，30 株を用いた定量 PCR で明らかとなった
が，CellMiner データベース（https://discover.nci.nih.gov/cellminercdb/）により SLFN11 が
高メチル化されていることが明らかとなった（図 6 a）．U-2 OS 細胞株において，デシ
タビンを 1μmol/L を作用させた結果，SLFN11 の発現量が増加することが示されたこと
から（図 6 b），U-2 OS 細胞株において，デシタビンとトラベクテジンの併用を検討し
た．播種した U-2 OS 細胞株にデシタビン 1μmol/L を 24 時間接触させた後，トラベク
テジンを 72 時間作用させた結果，デシタビンと併用することでトラベクテジンの効果
が 2 倍程度増強することが示された（図 6 c）.  
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図 4：  SLFN11ノックダウン細胞においてトラベクテジンの抗腫瘍活性が減弱した 
ネガティブコントロール siRNA（siControl）及び SLFN11 siRNA (siSLFN11)を 3 株に対
してトランスフェクションし，トラベクテジンを 72 時間処理した時の生存曲線を示
した．未処理細胞の生存率を 100%とし，エラーバーは標準誤差(SD, n ≥ 3)を示した．
(a) SW 872：脂肪肉腫細胞（non-TRS）．(b) A673：Ewing 肉腫細胞（TRS）．(c) SK-ES-
1 Ewing 肉腫細胞（TRS）．  
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図 5：  SLFN11 の発現量の違いによりトラベクテジンが細胞に与える影響 
SW 872 及び A673 細胞に siControl 及び siSLFN11 をトランスフェクションし，トラベ
クテジンを 1 時間処理後に 24 時間及び 48 時間未処理培地で培養した．CHK1 のリン
酸化がすべての細胞で認められたが，コントロール細胞では CHK1 の発現量が減少し
た．   
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2’-deoxycytidine（DAC, decitabine）により上昇することが確認された．n.s: not 
significant，***P < 0.001．(c) トラベクテジンを単独で72時間処理した細胞（青グラ
フ）とデシタビンをトラベクテジン処理の24時間前に処理した細胞（赤グラフ）の生





SLFN11 が ATR-CHK1 経路とは関係なく複製を阻害するため(22)，SLFN11 低発現の
細胞における DNA 損傷への応答は ATR に依存する可能性があることから，ATR 阻害
剤（VE-821）とトラベクテジンの併用による抗腫瘍活性を評価した．VE-821 1 μmol/L
とトラベクテジンを 72 時間作用させた結果，SW872 及び A673 の両細胞においてコン
トロール細胞では併用効果が認められなかったが，SLFN11 ノックダウン細胞ではした
場合に ATR 阻害剤によりトラベクテジンの効果が 2 倍に増強されることが示された
（図 7 a, b） 
図 7：  SLFN11 の発現量の違いによる ATR 阻害剤とトラベクテジンの併用効果（in 
vitro） 
SLFN11 高発現株の(a) SW 872 及び(b) A673 細胞に，siControl（上図）及び siSLFN11
（下図）をトランスフェクションし，トラベクテジンを単独で 72 時間処理した細胞
と VE-821 とトラベクテジンを併用した細胞の生存曲線を示した．未処理細胞の生存




SW 872 細胞と SW 872 の SLFN11 ノックアウト細胞のヌードマウス皮下移植モデル
において，ATR 阻害剤（VE-822）とトラベクテジンの併用による抗腫瘍効果を評価し
た（図 8 a, b）．試験に使用した各々の SW 872 腫瘍の SLFN11 のタンパク質発現量に
ついては，ウエスタンブロット法により確認した（図 8 c）．評価日を Day 15 に設定
し，トラベクテジンは 0.1 mg/kg/day を Day 1，5 及び 9 に静脈投与し，VE-822 は 30 







図 8：  SLFN11の発現量の違いによる ATR阻害剤とトラベクテジンの併用効果 
（in vivo） 
(a) SW 872 細胞（SLFN11 高発現）及び (b) SLFN11 をノックアウトした SW 872 細胞
のヌードマウス皮下移植モデルを用いた．コントロール群は溶媒を Day 1，5，9 に投
与した．トラベクテジンは Day 1，5，9 に，VE-822 は 3 日間投薬 1 日休薬を 3 回繰り
返すスケジュールで投与した．腫瘍体積（TV，左図）及び体重変化（BWC，右図）
を示した．エラーバーは，標準誤差（SE, n ≥ 6）を示した．n.s: not significant，**P < 











はトラベクテジンの抗腫瘍メカニズムにおける SLFN11 の働きに着目した． 
SLFN11ノックダウン細胞を用いた in vitroでの評価及び SLFN11ノックアウト細胞の
ゼノグラフトモデルを用いた in vivo での評価において，SLFN11 高発現の親株と比較し
てトラベクテジンの抗腫瘍活性が低くなることが明らかとなった．トポテカン，イリノ





が DNA 修復に関与している可能性を考えた．トラベクテジンと ATR 阻害剤の併用の
有用性については，卵巣癌株を用いた検討により報告されている(23)が，本研究では
SLFN11ノックダウン細胞を用いた in vitroモデル及び SLFN11ノックアウト細胞を用い
た in vivo モデルにおいて，ATR 阻害剤によりトラベクテジンの抗腫瘍活性が増強され
ることが確認された．上記の研究では，トラベクテジンにより CHK1 及び CHK2 のリ
ン酸化が亢進してくることから，ATR 及び ATM 阻害剤を併用することで高い効果が期
待できることを示している(23)．このような現象は，PARP 阻害剤においても報告され








































図 9：  SLFN11低発現細胞における ATR阻害剤であるベルゾセルチブ及び DNAメ
チル化阻害剤であるデシタビンとトラベクテジン併用による推測メカニズム 
(a) SLFN11 高発現細胞においてトラベクテジンを処理すると SLFN11 は複製をブロッ
クするため(22)，トラベクテジンは高い抗腫瘍活性を示す．(b) 一方で，SLFN11 高発現
細胞における DNA 修復機構は ATR に依存している可能性があるため，ATR 阻害によ
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